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1 UVOD  
Jablana je ena najbolj razširjenih sadnih drevesnih vrst, jabolka pa so količinsko med najbolj 
pridelovanim sadjem na svetu. Kljub temu, da obstaja zelo veliko različnih kultivarjev 
jablane, je komercialna produkcija omejena le na majhno število kultivarjev. Zaradi visoke 
genetske homogenosti so nasadi jablane še toliko bolj dovzetni za okuţbe patogenov. Večina 
komercialno gojenih kultivarjev je občutljiva na bolezen jablanov škrlup, ki jo povzroča 
askomicetna gliva Venturia inaequalis (Gessler in sod., 2006; Holb, 2007). Če je ne 
nadzorujemo, gliva lahko povzroči odpad listov, kar oslabi rast rastline, in poškodbe jabolk 
celo do te mere, da jih ni več mogoče prodati (Jha in sod., 2009). Nadzorovanje bolezni 
zahteva velike količine fungicidov, ki imajo lahko resne negativne vplive na zdravje ljudi in 
okolja, poleg tega pa za pridelovalce predstavljajo velik strošek (Reddel, 2015). Da bi se 
izognili takšnemu načinu kontrole bolezni, se trendi vse bolj usmerjajo v gojenje na škrlup 
odpornih kultivarjev jablane. Pri gojenju le-teh, se količina uporabljenih pesticidov, v 
primerjavi z občutljivimi kultivarji, občutno zmanjša. V zadnjem času smo z napredkom 
biotehnologije dobili moţnost poglobljenega spoznavanja interakcije med patogenom V. 
inaequalis in gostiteljskim organizmom – jablano. Razumevanje teh mehanizmov nam 
omogoča obrambo pred boleznijo z genetsko odpornostjo.  
 
V tem diplomskem delu bom najprej predstavila interakcijo patogena z gostiteljskim 
organizmom, nato pa se bom osredotočila na genetsko odpornost in predstavila novejše 
tehnike ţlahtnjenja odpornih kultivarjev. 
2 KAJ JE ŠKRLUP IN KAJ GA POVZROČA 
Z vidika stroškov, ki so potrebni za nadzor, je škrlup ena najresnejših bolezni jablane na svetu 
(Carisse in Bernier, 2002). Simptomi se kaţejo v obliki značilnih sivočrnih lis (poškodb) na 
listih in plodovih. Po njih se škrlup v nekaterih drţavah imenuje tudi »black spot« (črna pika) 
(Bowen in sod., 2011).  
 
Velik problem škrlupa je v tem, da je velika večina komercialno gojenih kultivarjev jablan 
nanj občutljiva (Gessler in sod., 2006; Holb, 2007). Okuţba s škrlupom tako lahko privede do 
velikih izgub pridelka, poleg tega se veliko denarja namenja za zatiranje okuţb v sadovnjakih 
in preventivne ukrepe. Vse to predstavlja velik strošek za pridelovalce jablan in ekonomsko 
škodo za drţave v gojitvenih regijah (Gladieux in sod., 2008). Za preprečevanje nastanka 
okuţbe lahko uporabljamo klasične metode zatiranja, ki so bile do nedavnega za pridelovalce 
tudi edina moţna rešitev, lahko pa se posluţujemo gojenja genetsko odpornih rastlin, pri 
katerih klasične metode zatiranja niso potrebne. 
 
Bolezen jablanov škrlup povzroča gliva Venturia inaequalis, ki okuţi drevesa najrazličnejših 
predelov sveta, vendar se v hujši obliki pojavlja v drţavah z zmernim podnebjem, za katere so 
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značilne hladne in vlaţne pomladi (MacHardy, 1996). Analize migracijskih modelov 
nakazujejo, da V. inaequalis izvira iz centralne Azije, ki je hkrati središče izvora vrst Malus 
spp. Najverjetneje je nato patogen sledil razširjanju jablane med preseljevanjem prebivalstva. 
Skladno s tem je dejstvo, da je genetska raznolikost populacij V. inaequalis, ki so bile najdene 
v centralni Aziji, veliko višja od genetske raznolikosti evropskih populacij. Še manjša pa je 
genetska variabilnost populacij na območjih, kjer je bilo gojenje jablan vpeljano šele pred 
kratkim (Gladieux in sod., 2008, 2010). V nekaterih drţavah je bil pojav okuţbe z V. 
inaequalis veliko kasnejši od začetka gojenja jablan. Tak primer so nekatere zvezne drţave 
ZDA , Japonska in Avstralija (McKirdy in sod., 2001). 
 
Taksonomska uvrstitev povzročitelja bolezni, glive z imenom Venturia inaequalis je, tako kot 
pri mnogih drugih glivnih vrstah, precej problematična (Bowen in sod., 2011). Še do 
nedavnega je bila vrsta z ozirom na morfološke in molekularne kriterije uvrščena v razred 
Dothideomycet, v red Pleosporales (Lumbsch in Huhndorf, 2007), kasnejše podrobnejše 
študije mitohondrijskih in jedrnih genov, pa so jo postavile izven rodu Pleosporales (Schoch 
in sod., 2009). Tudi klasifikacija anamorfa (nespolne oblike) ni povsem jasna. Schubert in 
sod. (2003) predlaga uvrstitev z imenom Fusicladium pomi, namesto prejšnjega imena 
Spilocaea pomi.  
2.1 ŢIVLJENJSKI CIKEL GLIVE  
Na sliki 1 je prikazan ţivljenjski cikel glive Venturia inaequalis. Po obdobju odpadanja listov, 
sledi saprofitska rast glive na odpadlem drevesnem listju, kjer se nato razvijejo pseudoteciji 
(Keitt in Palmiter, 1937). Zimo preţivi v obliki pseudotecijev (spolnih trosnjakov). Prezimi 
lahko tudi v obliki konidijev na poganjkih, a v tem primeru ne pride do spolnega cikla (Holb 
in sod., 2006). Okuţba se navadno začne spomladi ali zgodaj poleti, ko deţ sproţi izločitev 
askospor iz psevdotecijev. Proces je časovno usklajen z odpiranjem rastlinskih popkov, kar 
zvišuje verjetnost infekcije (MacHardy in Gadoury, 1986). Največje tveganje za nastanek 
okuţbe je tako v začetku sezone rasti, ko so listi in plodovi mladi in najbolj občutljivi (Xu in 
Robinson, 2005). Za okuţbo in iniciacijo bolezni z značilnimi simptomi, se mora spora 
patogena najprej pritrditi na površino gostitelja, vzkaliti in oblikovati infekcijske organe, s 
pomočjo katerih predre povrhnjico rastline (MacHardy, 1996). 
 
Ko je na površini lista ali jabolka prisotna zadostna količina proste vlage, konidiji ali 
askospore kalijo (navadno na apikalnem delu) in začnejo tvoriti klične cevi. Patogen začne 
proizvajati sluz, ki ima ključno vlogo pri pritrditvi glive na povrhnjico rastline in je 
sestavljena preteţno iz proteinov in ogljikovih hidratov, kot so β-galaktoza in N-
acetilglukozaminilni ostanki (Schumacher in sod., 2008).  
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Slika 1: Ţivljenjski cikel glive Venturia inaequalis (Bowen in sod., 2011) 
 
Sledi formiranje enostavnega apresorija, značilnega za glive, ki so rastlinski patogeni. 
Apresorij je organ, ki se razvije iz specializirane hife, z nabreklo konico, mehurčkaste ali 
cevaste oblike. Na ploščatem stiku z rastlinskim tkivom iz strukture proti gostitelju začne 
izraščati drobna hifa, ki jo imenujemo penetracijski ali prodorni klin ter kasneje predre 
povrhnjico lista ali ploda. Celična stena apresorija ni močno melanizirana, vendar je obroč 
melanina na bazi izraščanja penetracijskega klina ključen za uspešno patogenezo (Steiner in 
Oerke, 2007). Melanin celično steno stabilizira in jo ščiti pred hidrolizo ter uravnava njeno 
propustnost. V nekaterih primerih omogoča nastanek velikega turgorskega tlaka v 
penetracijskem klinu in s tem prodor skozi kutikulo. V primeru vrste Venturia inaequalis pa 
povišan pritisk ni potreben (Smereka in sod., 1987), saj se penetracija zgodi s pomočjo 
encimske razgradnje kutikule. Kaleče spore in micelij proizvajajo kutinazo. Ker se je v 
raziskavah pokazalo, da dodatek inhibitorja kutinaz prepreči penetracijo kutikule lahko 
sklepamo, da je kutinaza eden nujnih faktorjev patogeneze (Köller in sod., 1991). Poleg 
kutinaze je bila zaznana tudi esterazam podobna aktivnost (esterase-like activity), ki 
najverjetneje zmehča kutin in s tem olajša predrtje povrhnjice (Nicholson in sod., 1972). Po 
penetraciji se prodorni klin diferencira v primarne hife, iz katerih se nato razvije stroma – 
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večslojno nediferencirano tkivo, ki ima strukturno in povezovalno vlogo (Kucheryava in sod., 
2008).  
 
Sledi biotrofna faza rasti, med katero gliva, najverjetneje preko strome, pridobiva hranilne 
snovi iz subkutikularnega prostora. V tem času še ni vidnih znakov poškodb na gostitelju (če 
izvzamemo predrto kutikulo), saj V. inaequalis kolonizira subkutikularni apoplast (Bowen in 
sod., 2011). Istočasno se v epidermalnih celicah, ki leţijo pod stromo patogena, začne 
intenziven razkroj plastidov in citoplazme ter povečevanje vakuole. Do razgradnje celične 
stene, ki vodi v nekrozo, pride šele pozno v infekcijskem ciklu, zato encimi, ki razgrajujejo 
celično steno (Cell Wall-degrading Enzymes (CWDEs)), najverjetneje nimajo ključne vloge 
pri absorpciji hranil iz gostiteljskih celic (Valsangiacomo in Gessler, 1992). Celulaze, β-
galaktozidaze, pektinaze ter endo in eksogalakturonidaze, se ob določenem trenutku 
kontrolirano izločijo iz celic in povzročijo lizo celične stene. Kontrolirana sekrecija CWDE je 
lahko strategija patogena, ki prepreči aktivacijo rastlinskega obrambnega sistema v zgodnjih 
fazah patogeneze. Razgradnja celične stene namreč predstavlja znak infekcije in sproţi 
rastlinski odgovor (Jha in sod., 2005, 2007). Absorpcijo hranil V. inaequalis najverjetneje 
uravnava z vplivom na raven hormonov (posebno citokininov) na mestu okuţbe (Walters in 
McRoberts 2006). β-glukozidaza sprosti aktiven citokinin z citokinin-O-glukozida, ki je 
skladiščen v rastlini ali glivi. Akumulacija citokininov pa nato povzroči premestitev hranil v 
glivne celice (Cooper in Ashby, 1998).  
 
Značilni simptomi bolezni, prikazani na sliki 2, se pojavijo šele ob sporulaciji, ko iz zgornje 
plasti celic strome poţenejo konidiofori in pretrgajo povrhnjico (Chevalier in sod., 2004). 
Takrat bolezen lahko opazimo v obliki značilnih sivočrnih lis. Po sporulaciji, veter in deţ 
raznašata konidije po sadovnjaku, kar lahko med obdobjem zorenja jabolk povzroči 
sekundarne okuţbe in povečanje števila obolelih dreves. Obseg sekundarnih okuţb je v veliki 
meri odvisen od vremenskih razmer med rastno sezono jablan (Bowen in sod., 2011). 
 
 
Slika 2: Simptomi jablanovega škrlupa (Jha in sod., 2009) 
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3 KLASIČNE METODE ZATIRANJA IN NJIHOVA PROBLEMATIKA 
Klasične metode zatiranja, ki so v večini nasadov tudi edina oblika kontrole bolezni, temeljijo 
na škropljenju s fungicidi, navadno v pomladnih in poletnih mesecih (Holb, 2006), kar pa ima 
lahko resne negativne vplive na onesnaţenost okolja, zdravje ljudi in ţivali ter razvoj 
odpornosti patogenov (Reddel, 2015). Poleg tega se mnogi posluţujejo jesenskega gnojenja in 
škropljenja z ureo, fungicidi ali ţvepleno apneno brozgo, ki zatirajo spolni cikel glive ter s 
tem zmanjšujejo nastajanje askospor. Hkrati pospešujejo tudi razpad odpadlih listov, ki 
predstavljajo prezimovališče spolnih trosnjakov (psevdotecijev) (Holb in sod., 2006).  
 
Razmnoţevanje s spolnim in nespolnim ciklom glivi omogoča hiter razvoj odpornosti na 
fungicide in rastlinske odpornostne gene (Acero in sod., 2011). Znano je, da je V. inaequalis 
razvila odpornost na večino komercialno dostopnih pripravkov za škropljenje, kot so dodin, 
benzimidazol, DMI (Demetilation Inhibitor) in Qol (Quinon outside inhibitor). Razvoj 
rezistence poskušajo upočasniti z omejevanjem škropljenja na obdobja, ki jih določijo s 
pomočjo računalniških sistemov. Ti spremljajo vreme in prepoznajo obdobja vlaţnosti, ki 
trajajo dovolj dolgo, da se lahko razvije okuţba ter takrat svetujejo škropljenje (Bowen in 
sod., 2011). Drugi način, ki prav tako zavira nastajanje odpornosti je mešanje različnih 
škropiv med seboj. Navadno kombinirajo škropivo, na katerega patogen z veliko verjetnostjo 
razvije odpornost z drugim, na katerega je odpornost manj verjetna (Brent in Holloman, 
2007). S temi postopki so uspeli uporabo fungicidov nekoliko zmanjšati, a je nadzor nad 
boleznijo ţal še vedno odvisen od velike količine agrokemičnih sredstev. 
  
Obetavno alternativo klasičnim načinom zatiranja predstavlja razvoj odpornih sort rastlin (in-
planta resistence), vendar je tudi pri tej metodi problem hitra evolucija patogena, ki je 
posledica vsakoletne spolne reprodukcije V. inaequalis (Caffier in sod., 2014). Prav ta je 
vzrok za nenehno groţnjo obstoječim, na škrlup odpornim sortam, ki so v rastlinjakih 
posajene ţe pribliţno 10 do 15 let. Tako je nujno, da uspemo razviti sorte, ki bodo trajno 
odporne na škrlup. Ena od precej uspešnih metod razvoja je piramidenje več odpornostnih 
genov v en kultivar, kar omogoča odpornost za daljše časovno obdobje (Werner in sod., 
2005).  
4 GENETSKA ODPORNOST 
4.1 ODZIV RASTLINE, ODPORNE NA PATOGEN 
V času koevolucije s patogenom, je jablana razvila različne mehanizme, ki preprečujejo 
nastajanje bolezni ali zmanjšujejo resnost okuţbe (Gessler in sod., 2006; MacHardy, 1996). 
Simptomi škrlupa (sivočrne lise na plodovih in listih), ki se pojavijo na občutljivih drevesih, 
doseţejo polmer do 1 cm od točke okuţbe, nato pa se širjenje bolezni ustavi (MacHardy, 
1996). Ta zanimiv pojav pripisujemo ontogenetski odpornosti, ki se razvija z zorenjem plodov 
in rastjo listov in je najmočnejša, ko je rast listov zaključena (Gessler in Stumm, 1984). To 
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obliko odpornosti opazimo pri vseh kultivarjih jablan in je patogen ne more premagati, saj v 
primeru, da patogen uspe proizvesti dovolj biomase za nemoteno spolno razmnoţevanje kljub 
ontogenetski odpornosti, nima nobenih selekcijskih pritiskov, ki bi povzročili premoč nad 
ontogenetsko odpornostjo (MacHardy in sod., 2001). Princip delovanja ontogenetske 
odpornosti še ni povsem znan, najverjetneje pa pomembno vlogo pri ustavitvi okuţbe takoj po 
penetraciji kutikule igrajo utrjene celične stene in subkutikularni pH (Jha in sod., 2009). 
Starost listov nima vpliva na kalitev spor in diferenciacijo v apresorij, vendar pa močno zavira 
nastajanje strome in konidijev (Gessler in Stumm, 1984). S senescenco listov začne odpornost 
počasi upadati, kar pozno v rastni sezoni povzroči širjenje poškodb na rastlini, ki so bile z 
ontogenetsko odpornostjo zavrte (Kollar, 1996). 
 
Čeprav so torej odrasla rastlinska tkiva zaščitena, so mlada in starajoča še vedno izpostavljena 
okuţbi, kar zahteva še druge tipe rastlinske odpornosti. Za te v veliki meri poskrbijo 
kvantitativni lokusi (QTL) in odpornostni geni (R-geni). Kvantitativni lokusi v splošnem 
priskrbijo nizko stopnjo odpornosti proti širokem spektru populacije patogena. Nasprotno pa 
je pri jablani znano, da nekateri delujejo le na ozek spekter populacije (Bowen in sod., 2011), 
v nekaterih primerih le na en izolat od vseh testiranih (Calenge in sod., 2004). Individualni 
vpliv enega kvantitativnega lokusa je lahko zelo različen (od zelo šibkega do precej 
močnega), vendar pa v kombinaciji z drugimi, večinoma zagotovi močno odpornost (Bowen 
in sod., 2011). Pozornost raziskovalcev pa so pritegnili predvsem odpornostni geni (R-geni), 
ki nadzirajo vključevanje gostiteljskih organizmov v odnos s patogenom preko odnosa gen za 
gen (gene-for-gene relationship). Glede na odpornostne reakcije, ki se pojavijo na listih 
jablane, lahko R-gene razdelimo v več skupin: klasična preobčutljivostna reakcija 
(Hypersensitive Response – HR), odgovor, ki vključuje omejevanje subkutikularne rasti in 
indukcijo nekroze v obliki zvezde (stellate necrosis) in kloroze. Slednje navadno le 
zmanjšujejo stopnjo sporulacije in tako nudijo gostitelju le delno odpornost (Bowen in sod., 
2011). 
 
Pri HR se odziv gostitelja začne kmalu po penetraciji kutikule. Kako zgodaj pride do pojava 
odpornostne reakcije, je odvisno od R-genov, ki so vpleteni. Lahko se začne ţe po dveh dneh 
ali pa traja do iniciacije reakcije deset ali več dni (Galli in sod., 2010). V epicentru območja 
odgovora epidermalne celice propadejo in nastane majhna vdolbina. Odgovor nato potuje pod 
prizadetimi celicami do stebričastega tkiva v mezofilu lista in okoliških epidermalnih celic. 
Najverjetneje preko celične signalizacije vpliva na veliko število celic. HR je zlahka viden, saj 
celice, ki sodelujejo pri odzivu avtofluorescirajo pod UV-lučjo (zaradi fenolnih komponent, ki 
so prisotne). Te celice so podvrţene tudi spremembam citoplazme in celičnih organelov, tudi 
te pa so odvisne od R-genov (Bowen in sod., 2011). Pogosta je tudi lignifikacija celične stene, 
kar zmanjšuje tveganje izgube vode in sekundarnih okuţb (Holzapfel in sod., 2012). 
 
Na gostiteljih, ki kaţejo nekroze v obliki zvezd, gliva raste in tvori micelij, ki pogosto 
autofluorescira pod UV-lučjo (Bus in sod., 2010). V primerjavi z HR, kaţe ta tip odgovora 
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tudi manj avtofluorescence. Te razlike so lahko posledica drugačne obrambne signalizacijske 
kaskade in drugačne odpornostne reakcije pogojene s prisotnostjo določenih R-genov. Lahko 
pa na odgovor vplivajo tudi virulentni faktorji glive, ki zavirajo komponente odpornostne 
reakcije ali pa povzročajo razlike v času ekspresije teh faktorjev (Bowen in sod., 2011). 
4.2 HIPOTEZA GEN ZA GEN 
Odpornostno reakcijo sproţijo efektorji, ki jih patogeni navadno sprostijo v citoplazmo 
rastlinske celice, tam pa jih prepoznajo produkti R-genov. Prepoznava omogoči sproţenje 
odpornostnega odziva rastline in zaustavitev okuţbe. Efektorji, ki so prepoznani s strani 
rastline se imenujejo avirulentni faktorji (t. j. faktorji, ki niso sposobni virulence), saj njihova 
prisotnost prepreči virulenco patogena. Te faktorji torej pri rastlinah odpornih na patogen 
sproţijo odpornostni odziv, pri občutljivih gostiteljih pa imajo vlogo v virulenci (Dangl in 
Jones, 2001). Prepoznava med efektorji in produkti R-genov je specifična, zato lahko 
govorimo o genskih parih odpornostnih genov (R-genov) rastline in Avr-genov (avirulence 
gene) patogena. Rastline, ki producirajo specifičen produkt R-gena so torej odporne na 
patogen, ki producira ujemajoč Avr produkt. Tak odnos med patogenom in gostiteljem 
navadno imenujemo interakcija gen za gen. Nekateri pa ga raje označijo z imenom interakcije 
protein za protein, saj gre dejansko za interakcije med proteini, ki so produkti prepisovanja 
določenih genov (Clark in sod., 2014). Efektorski geni so podvrţeni velikemu selekcijskemu 
pritisku, zato se zelo hitro spreminjajo (mutirajo, spreminjajo izraţanje). Hkrati z njimi pa 
poteka tudi koevolucija njihovih komplementarnih R-genov v gostiteljski rastlini (McHale in 
sod., 2006). Ravno to je dinamika, ki močno oteţuje pridobivanje odpornih kultivarjev 
jablane.  
4.3 R-GENI: NAJPOMEMBNEJŠI VIR GENETSKE ODPORNOSTI  
4.3.1 Zgradba njihovih produktov  
Značilni produkti R-genov so citoplazemski receptorji, ki imajo strukturo domen, kot je 
prikazano na sliki 3. Na C-terminalnem delu proteina se nahaja domena LRR (Leucine Rich 
Repeats), ki prepoznava tuje efektorje. Proti N-terminalnem delu je preko povezovalne 
domene nanjo vezana NBS domena (Nucleotide Binding Site), ki skupaj z LRR tej skupini 
receptorjev daje ime NBS-LRR receptorji (Lukasik in Takken, 2009). Na N-terminalnem 
koncu proteina se nahaja še domena TIR ali CC, ki omogoča signalizacijo (Takken in sod., 
2006). Na podlagi te domene delimo NBS-LRR receptorje v dva glavna razreda. To sta TIR-
NBS-LRR (TNL) in CC-NBS-LRR (CNL). Domena TIR je homologna citosolni domeni Toll, 
odkriti pri modelnem organizmu Drosophila, ali ţivalskemu interlevkin-1 receptorju. Nekateri 
TNL imajo lahko na C-terminalnem koncu še domeno WRKY, ki je značilna za 
transkripcijske faktorje in omogoča direktno vezavo na DNA in indukcijo transkripcije genov 
za odpornostni odziv (McHale in sod., 2006).  
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4.3.2 Delovanje NBS-LRR proteinov 
Najenostavnejši način delovanja NBS-LRR proteinov je vezava efektorske molekule, ki jo 
patogen izloči v rastlinsko celico, a je ta način delovanja redko opaţen (Deslandes in sod., 
2003). Pogosteje je NBS-LRR receptor v vlogi varuha celičnih komponent, ki so tarče 
patogenskih efektorjev (Dangl in Jones, 2001). Tak način delovanja omogoča relativno 
majhnemu številu receptorjev zaznati prisotnost večjega števila različnih efektorjev. Tako 
lahko receptor zazna spremembe tarčnih molekul, kot je na primer fosforilacija. NBS-LRR 
proteini delujejo preko signalnih poti, v katere se vključujejo še druge molekule, na koncu pa 
lahko sproţijo različne ratlinske odzive, kot so aktivacija oksidativnega izbruha, kalcijev ali 
ionski influks, aktivacija genov, povezanih s patogenezo in drugo (Nimchuk in sod., 2003). 
Preko nekaterih molekul kot so etilen, salicilna kislina in dušikov oksid poteka celo 
komplicirana komunikacija med različnimi signalnimi potmi (McHale in sod., 2006). 
4.3.3 Viri R-genov 
Odpornostne gene pri jablani v večini primerov najdemo pri divjih sorodnikih, ki so spolno 
kompatibilni (Cusin in sod., 2017). Vemo, da so divji sorodniki, ki niso podvrţeni 
ţlahtniteljskim postopkom, bolj prepuščeni koevoluciji s patogenom. Tako lahko razvijejo 
odpornosti, ki jih pri komercialnih kultivarjih, ki jih gojimo za intenzivno pridelavo, ne 
najdemo. Te sorte so tudi genetsko bolj variabilne, zato je moţnost, da pri njih najdemo 
zanimive odpornoste gene, še toliko večja.  
 
Malus baccata oz. Hansen's baccata #2’ je sibirska divja jablana, ki je v skoraj popolnoma 
vseh področjih, kjer jo gojijo, odporna na škrlup (Patocchi in sod., 2009). Odpornost so 
pripisali R-genu Rvi12, ki je postal zelo zanimiv za ţlatnitelje. Dve skupini raziskovalcev sta 
ga locirali vsaka v svojo vezano skupino, ena v 1. in druga v 12., zato so Padmarasu in sod. 
(2014) sklepali, da gre najverjetneje za dva odpornostna gena, ki se nahajata vsak v svoji 
Slika 3: Značilni razredi in zgradba NBS-LRR receptorjev (McHale in sod., 2006) 
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vezani skupini. Mapirali so gen Rvi12 in razvili molekulske označevalce, ki se nahajajo v 
njegovi bliţini.  
 
Tudi Rvi6, najbolj poznan in preučen gen za odpornost proti jablanovem škrlupu, je bil najden 
pri diviji jablani, in sicer Malus floribunda 821, ki izvira iz Japonske in vzhodne Azije 
(MacHardy, 1996).  
 
Nekateri odpornostni geni so bili odkriti tudi pri različnih kultivarjih jablane. Za vnašanje v 
druge kultivarje ali piramidenje več odpornostnih genov v en kultivar ima odkritje gena v 
kultivarju jablane veliko prednosti pred tistimi iz divjih sorodnikov, saj je za poţlahtnitev 
sorte, primerne za komercialno gojenje, potrebno veliko manj kriţanj, s tem pa manj časa, 
dela in sredstev (Joshi in sod., 2009), kajti kultivarji vsebujejo veliko manj 'neţelenih'genov 
kot pa njihovi divji sorodniki. Tak primer je izjemno znan kultivar Golden Delicius, pri 
katerem so odkrili gen Rvi1. V preglednici 1 so prikazani še drugi primeri. 
 
Mnogi znanstveniki pa so se posluţili tudi uporabe genov iz drugih vrst organizmov, ki bi 
lahko zagotovili odpornost širokega spektra, ta pa ni vezana na prepoznavo seva patogena 
(Cusin in sod., 2017). Tak primer je uporaba heterolognega gena glive Trichoderma 
atroviride, ki ima znano proti glivno učinkovitost. Gen ech42 je hitinaza, ki naključno cepi 
vezi v hitinu, glavni komponenti glivne celične stene. Študije so pokazale, da inhibira kalitev 
glivnih spor in elongacijo hif. Nekatere transgene linije jablan kultivarja McIntosh, ki je bil 
uporabljen v študiji, so kazale povečano odpornost na V. inaequalis, vendar pa je bil vigor 
rastlin zmanjšan (Bolar in sod., 2000). Faize in sod. (2004) pa so gen za protiglivni protein 
puroindulin B, ki je eden izmed rastlinskih lipidnih transporterjev, iz pšenice prenesli v 
kultivar Ariane, ki je vseboval gen Rvi6, in Galaxy, ki je občutljiv na vse seve V. inaequalis. 
Transgene rastline obeh kultivarjev so kazale povečano odpornost na jablanov škrlup.   
4.3.4 R-geni, odkriti pri jablani 
Do sedaj so pri jablani odkrili vsaj 18 R-genov in 13 lokusov s kvantitativnimi lastnostmi 
(QTL), ki so mapirani v 10 vezanih skupinah (LG-Linkage Group) (Bus in sod., 2011; Jha in 
sod., 2009; Soriano in sod., 2014) (Preglednica 1). Poleg teh so odkrili še mnoge analoge R-
genov. 
 
Najbolj preučen je gen Rvi6, ki so ga odkrili pri azijski divji sorti jablane Mulus floribunda 
821. Ta gen je bil do sedaj največkrat uporabljen za ţlahtnjenje (MacHardy, 1996) in ga imajo 
vsi danes odporni kultivarji. Nekateri sevi V. inaequalis so se ţe razvili tako, da so sposobni 
zaobiti to odpornost, zato je piramidenje odpornostnih genov logičen korak za pridobivanje 
novih kultivarjev z dolgotrajnejšo odpornostjo (Jha in sod., 2009). 
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Preglednica 1: Odpornostni geni, odkriti pri jablani, njihovi viri, tip odpornostne reakcije (n-nekroza, sn-
zvezdasta nekroza (stellate necrosis), hr-hipersenzitivni odgovor,  chl-kloroza), ki jo sproţijo in vezana 
skupina, v kateri se nahajajo (prirejeno po Bus in sod., 2011 in Jha in sod., 2009, z dodanim Rvi18 
(Soriano in sod., 2014)) 
5 VNAŠANJE ODPORNOSTI NA JABLANOV ŠKRLUP 
Vnašanje genetske odpornosti je ena glavnih alternativ zatiranju bolezni s škropivi in ima 
pred slednjim ogromno prednosti. Poznamo več načinov, a je daleč najpogosteje uporabljeno 
ţlahtnjenje s kriţanji. Poleg te lahko odpornostne gene vnašamo še z uporabo tehnologije 
rekombinantne DNA.  
5.1 KLASIČNO ŢLAHTNENJE 
Ţlahtnjenje kulturnih rastlin je mogoče izvajati z dvema glavnima metodama, in sicer s 
klasičnim ţlahtnjenjem in ţlahtnjenjem z uporabo molekularnih metod. Pri klasični metodi 
gre za namerno medsebojno kriţanje sorodnih posameznikov, za pridobivanje novih 
kultivarjev z ţelenimi lastnostmi. Ta način zahteva dolgo obdobje kriţanj in več generacij, če 
ţelimo ovrednotiti in odbrati genotipe, ki bi lahko bili uporabni (Tester and Langridge, 2010).  
Glavna omejitev strategije klasičnega kriţanja pri ţlahtnjenju drevesnih kultivarjev je torej 
dolg generacijski cikel, ki zahteva zadosti prostora za nasade sadik, časa in dela kar 
predstavljajo velik strošek (Flachowsky in sod., 2011). Pridobitev novega kultivarja jablane 
Ime Vir Odpornostna reakcija Vezana skupina (LG) 
Rvi1 Golden delicious N 12 
Rvi2 Malus pumila R12740-7A (TSR34T15) SN 2 
Rvi3 Geneva (Q71) SN 4 
Rvi4 Malus pumila R12740-7A (TSR33T239) HR 2 
Rvi5 Malus micromalus 245-38 ali Malus 
atrosanguinea 840 (9-AR2T196) 
HR 17 
Rvi6 Priscilla Chl 1 
Rvi7 Malus floribunda 821 LPG3-29 HR 8 
Rvi8 Malus sieversii W193B (B45) SN 2 
Rvi9 K2/J34 SN 2 
Rvi10 Antonovka 172623 (A723-6) HR 1 
Rvi11 Malus baccata jackii (A722-7) SN/Chl 2 
Rvi12 Hansen’s baccata #2b Chl 12 
Rvi13 Durello di Forli SN 10 
Rvi14 Dülmener Rosenapfel Chl 6 
Rvi15 GMAL 2473 HR 2 
Rvi16 MIS op 93,051 G07-098 HR 3 
Rvi17 Antonovka APF22 Chl 1 
Rvi18 1980-015-025b HR 11 
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traja v primeru, da so za kriţanja uporabljeni kultivarji, ki imajo kakovost sadeţev primernih 
za trţišče, vsaj 15 do 20 let in stane pribliţno 400 000 evrov (Fenning in Gershenzon, 2002). 
Še veliko več časa je potrebno, če ţelimo v kultivar vnesti lastnost (npr. odpornost na 
patogen) iz divje vrste jablane, saj moramo odstraniti neţelene alele divje jablane, za kar je 
potrebnih vsaj pet generacij povratnih kriţanj (Joshi in sod., 2009). Kot navajajo nekatere 
študije (Schouten in sod., 2006) so potrebovali več kot 50 let za pridobitev kultivarja, ki kaţe 
lastnosti odpornosti na določen patogen in njegova jabolka dosegajo kvaliteto, primerno za 
trţišče. Tako so se na primer kriţanja, s katerimi so ţeleli vnesti gen Rvi6 iz divje jablane v 
komercialen kultivar začela ţe leta 1950, a s klasičnimi ţlahtniteljskimi programi rastline ne 
dosegajo kvalitete sadeţev, ki bi bila glede na okus in teksturo primerljiva z najboljšimi 
občutljivimi sortami. Nadalje je potrebno še nekaj časa, da se novi kultivar vpelje na trg. 
Klasične metode kriţanja se prepočasi odzivajo na probleme pri gojenju drevesnih vrst, kar 
zopet dokazuje primer vnašanja gena Rvi6 iz divje sorte jablane Malus floribunda 821 v 
komercialno sorto. Kriţanja so trajala več desetletij, v tem času pa so se ţe razvili novi sevi 
patogene glive, in za vzpostavitev odpornosti gen Rvi6 ni bil dovolj (Bénaouf in Parisi, 2000). 
Ker je evolucija patogenov hitra, razvoj odpornih kultivarjev z metodami klasičnega kriţanja 
pa počasen, je bil razvoj novih hitrejših metod nujen. V nadaljevanju so predstavljena 
genetska orodja, ki imajo pomemben vpliv na povečanje učinkovitosti ţlahtnjenja rastlinskih 
kultivarjev. 
5.2 MOLEKULARNO ŢLAHTNJENJE 
Molekularno ţlahtnjenje rastlin je aplikacija biotehnologije in molekularne biologije za 
pridobivanje novih kultivarjev. Poznamo dva glavna pristopa: ţlahtnjenje ob pomoči 
molekulskih označevalcev (MAS-Marker Assisted Selection) in genetsko transformacijo 
(Moose in Mumm, 2008). 
5.2.1 Ţlahtnjenje s pomočjo molekulskih označevalcev 
Ţlahtnjenje ob pomoči molekulskih označevalcev je postopek, ki se uporablja za indirektno 
selekcijo rastlin z določenimi lastnostmi. Ţlahtnitelji poveţejo določen fenotip z genotipom in 
na podlagi genotipa poskušajo napovedali fenotip rastlin in odbrati tiste, z ustreznimi 
lastnostmi. Zaradi svoje učinkovitosti je danes metoda široko uporabljena, ţlahtnjenje brez 
nje pa ţe skoraj nepredstavljivo (He in sod., 2014). 
 
Razvoj molekulskih označevalcev je bil v preteklosti zelo hiter, zato se mnogi od njih 
uporabljajo ţe desetletja. Med prvimi je bil razvit dolţinski polimorfizem restrikcijskih 
fragmentov (RFLP-Restriction Fragment Lenght Polymorphism). Koristen je predvsem za 
oblikovanje genetskih vezanih skupin (LG-linkage groups), a je teţaven za izvedbo in 
dolgotrajen, ker temelji na postopku hibridizacije. Poleg tega je njegova omejitev majhno 
število sond, ki so na voljo (Bernatsky in Tanksley, 1986). Z napredovanjem biotehnologije 
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so se pojavili molekulski označevalci, ki delujejo na osnovi veriţne reakcije s polimerazo 
(PCR- Polymerase Chain Reaction). To so: RAPD (Random Amplification of Polymorphic 
DNA - naključno pomnoţevanje polimorfne DNA), SCAR (Sequence Characterized 
Amplified Region - s sekvenco okarakterizirana pomnoţena regija), CAPS (Cleaved 
Amplified Polymorphic Sequences - pomnoţene in razrezane polimorfne sekvence), SSRs 
(Simple Sequence Repeats - ponovitev enostavnega zaporedja ali mikrosatelit), AFLP 
(Amplified Fragment Length Polymorphism - polimorfizem dolţine pomnoţenih 
restrikcijskih fragmentov) in DALP (Direct Amplification of Length Polymorphisms - 
direktno pomnoţevanje dolţinskega polimorfizma). V primerjavi z RFLP so vsi molekulski 
označevalci, ki temeljijo na PCR, razmeroma poceni in tehnično manj zahtevni za izvedbo 
(He in sod., 2014). Nadalje je uporaba polimorfizmov posameznih nukleotidov (SNP-single 
nucleotid polymorphisms) kot DNA molekulskih označevalcev povečala verjetnost, da bomo 
uspešni pri iskanju polimorfizmov, saj jih je v genomu lahko prisotnih tudi več milijonov. 
Odkrivanje SNP-jev navadno poteka s tehnikami zaznavanja fluorescence sond, ki se 
specifično veţejo na SNP (He in sod., 2014). Takšni sistemi so na primer Taqman, Invader in 
Molecular Beacons. Z vsemi temi tehnikami lahko pridobimo tudi od 100 do 1000 SNP-jev 
na dan (Procunier in sod., 2009). Med mnogimi molekulskimi označevalci so prav SNP-ji v 
genomu najpogostejši in najprimernejši za analize na ravni genoma, vendar pa navadno za 
identifikacijo polimorfizmov med različnimi ţlahtniteljskimi linijami potrebujemo veliko 
podatkov o genomskih sekvencah (He in sod., 2014). 
 
Zaradi vse večjega povpraševanja po pridobivanju podatkov o genomskih sekvencah po 
ugodni ceni, so se začele razvijati visoko-zmogljivostne tehnologije sekvenciranja, imenovane 
tudi sekvenciranje naslednje generacij (NGS- next-generation sequencing), ki lahko sočasno 
proizvedejo tudi do 1000 ali celo več milijonov sekvenc (He in sod., 2014). Vse različice 
NGS tehnologije delujejo po podobnem principu. Vzorce DNA pripravimo tako, da na 
naključno razrezane fragmente veţemo adapterje. Nato pa naprave v ciklih pridobivajo 
sekvence klonsko pomnoţenih DNA fragmentov, ki so imobilizirani na podlago. Naprava 
nato odvisno od tipa sekvenciranja zaznava signal (meri pH, zaznava svetlobo ali 
fluorescenco vzorcev) (Metzker, 2010). 
 
Z zniţanjem cene sekvenciranja se je odprla moţnost genotipizacije s sekvenciranjem 
(genotyping-by-sequencing-GBS). GBS je metoda, s katero preko sekvenciranja določenega 
dela genoma, enostavneje odkrivamo SNP-je in druge molekulske označevalce, kar omogoča 
laţje, hitrejše in cenejše določanje genotipov rastlin s ciljnimi lastnostmi (Elshire in sod., 
2011). Za odkrivanje novih molekulskih označevalcev je zelo primerna metoda GBS, pri 
kateri kompleksnost genoma pred vezavo adapterjev zmanjšamo z uporabo enega ali dveh 
restrikcijskih encimov. V primeru, da ţe poznamo lokacijo določenega polimorfizma v 
genomu pa uporabimo PCR začetne oligonukleotide, ki bodo pomnoţili le ciljni del genoma 
pri npr. velikem številu različnih genotipov (He in sod., 2014). 
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Ena najpomembnejših aplikacij tehnologije GBS je ţlahtnjenje rastlin, pri katerem ga lahko 
uporabljamo za odkrivanje novih molekularnih označevalcev, za selekcijo, genotipizacijo, za 
izdelavo genskih kart, itd. Poleg moţnosti aplikacije na mnogih področjih, GBS omogoča 
genotipizacijo velikih populacij, kar prispeva k uspešnosti ţlahtnjenja in skrajša čas, potreben 
za ţlahtnjenje novih kultivarjev. 
5.2.2 Genetska transformacija 
Uspešno ţlahtnjenje novih sort jablane najbolj ovira dolga juvenilna doba rastlin. To je čas, 
ko pri mladih rastlinah ne moremo inducirati cvetenja in lahko traja od štiri do deset let 
(Fischer, 1994). Skrajšanje tega časa je zato eden glavnih ciljev gojiteljev. Pri mnogih sadnih 
vrstah jim je uspelo z naravnimi tehnikami vzgojiti rastline, ki cvetijo zgodaj v razvoju, pri 
jablani pa juvenilne dobe, kljub uporabi različnih metod, niso mogli zmanjšati na manj kot 18 
mesecev (Flachowsky in sod., 2009; Volz in sod., 2009).  
 
V zadnjem času pa se je izkazalo, da je mogoče juvenilno dobo rastlin uspešno skrajšati z 
uporabo tehnike genskega prenosa (Flachowsky in sod., 2011). Peña in sod. (2001) so bili 
prvi, ki so opisali indukcijo zgodnjega cvetenja sadne drevesne vrste, kot posledico 
prekomernega izraţanja genov LEAFY (LFY) in APETALA1 (AP1) (iz vrste Arabidopsis 
thaliana), ki sproţita cvetenje. Prenos teh dveh genov v jablano pa ţal ni sproţil zgodnjega 
cvetenja (Zhu in sod., 2009). Je pa uspelo zgodnje cvetenje sadik jablane sproţiti 
Flachowsky-ju in sod. (2007), in sicer s prekomernim izraţanjem gena BpMADS4 iz navadne 
breze (Betula pendula). Za testni organizem so uporabljali kultivar Pinova. Cvetovi 
transgenih rastlin so bili oprašeni s pelodom divje sorte Malus Fusca. Potomci v F1 generaciji 
so nekaj tednov po setvi ţe zacveteli (Flachowsky in sod., 2009), plodovi pa so bili pobrani ţe 
po koncu prve rastne sezone. Tako so dokazali, da lahko z uporabo genetsko spremenjenih 
rastlin jablane, ki imajo kratko juvenilno dobo, doseţemo generacijski čas enega leta. 
Uporaba takšnih rastlin se torej zdi idealna za različne ţlahtniteljske programe, posebno 
vnašanje ţeljenih genov in kvantitativnih lastnosti iz divjih sorodnikov (Flachowsky in sod., 
2011). Ker pa je uporaba transgenih organizmov v večini Evropskih drţav strogo omejena, ta 
metoda za naš geografski prostor ni najbolj uporabna. 
  
Alternativa klasičnim postopkom genetske transformacije je vnašanje ţelenih lastnosti preko 
rastlinskih virusov (Slika 4). Virusni vektorski sistem je rekombinacijska metoda, ki se največ 
uporablja za nadzor ekspresije in supresije genov. Jablanov latentni sferični virus (Apple 
latent spherical virus – ALSV) je sestavljen iz dveh RNA genomskih segmentov in treh 
plaščnih proteinov (Li in sod., 2000). Virus je sposoben okuţbe rastlin in širjenja preko 
okuţenih celic, brez povzročanja kakršnekoli bolezni. Prvotno je bil uporabljen za z virusom 
inducirano utišanje genov (Virus induced gene silencing – VIGS) zeljnatih rastlin (Igarashi in 
sod., 2009). Fenotip z utišanimi geni se lahko ohrani nekaj mesecev. VIGS sistem z uporabo 
ALSV vektorjev omogoča induciranje VIGS pa tudi prekomerno izraţanje ţelenih genov tudi 
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v drevesnih vrstah rastlin, kot je jablana (Yamagishi in sod., 2014). Yamagishi in sod. (2016) 
so narediti ALSV vektor, v katerem je bilo v RNA2 dodano mesto za insercijo heterolognih 
genov, kar omogoča ekspresijo tujih genov v rastlini. Inokulacija sadik jablane je 
najprimernejša takoj po kalitvi in sicer s postopkom biolistike. Metodo so ţe uporabili za 
pridobivanje rastlin s skrajšano juvenilno dobo na pribliţno dva meseca, in s tem dosegli 
generacijski čas enega leta (Yamagishi in sod., 2014). Ker pa vektorji ALSV z vstavljenimi 
tujimi geni spadajo med gensko spremenjene organizme, je nujno, da lahko vektorje 
odstranimo iz okuţene rastline, saj bi v nasprotnem primeru morali tudi tretirane jablane 
obravnavati kot gensko spremenjene rastline. Yamagishi in sod. (2014) poročajo, da večina 
sadik, ki so bile pridobljene iz rastlin, okuţenih z ALSV virusom, v naslednji generaciji 
izgubi virus. Te rastline torej lahko obravnavamo kot ne-gensko spremenjene in jih prosto 
uporabljamo za ţlahtnjenje. ALSV vektor pa je mogoče tudi na preprost način odstraniti iz 
rastline in sicer s termoterapijo, to je z izpostavitvijo rastlin visoki temperaturi (37°C) za 
obdobje 4 tednov. Predvidevajo, da visoke temperature ustavijo virusne delitve (Yamagishi in 
sod., 2016).  
 
 
Slika 4: Prikaz uporabe ALSV vektorja za hitrejše ţlahtnjenje drevesnih vrst (Yamagishi in sod., 2016)  
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Reševanje problematike škrlupa je z razvojem novih tehnologij postalo enostavnejše in 
hitrejše. Genetska odpornost je idealna rešitev za razvijajočo se bolezen, ki ji fungicidi niso 
več kos. Poleg tega omogoča trajnejšo zaščito rastlin, ki je hkrati varnejša za zdravje ljudi in 
okolju prijazna. Ţlahtnjenje ob pomoči molekulskih označevalcev z genotipizacijo s 
sekvenciranjem postaja za ţlahnjenje sadnega drevja vse pomembnejše. Veliko raziskav je 
usmerjenih tudi v iskanje novih virov odpornosti tako v ţe obstoječih kultivarjih, kot tudi v 
divjih sortah jablane. Novejše pridobivanje odpornostnih lastnosti iz drugih vrst zaenkrat še ni 
razširjeno. S tem se ukvarjajo le redke raziskovalne skupine. Menim, da je razlog za to stroga 
regulativa, v katero sodijo organizmi, z vnešeenimi geni iz drugih vrst (transgeneza). Tudi na 
področju ţlahtnjenja, genska transformacija lahko še skrajša in poceni obstoječe postopke ter 
ponudi moţnost vnašanja najrazličnejših lastnosti.  
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